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して行った．この間，10，18と29週でウサギをネプ
タール麻酔下で大動脈を摘出し，素早く一80℃に凍
結しクリオスタットで10μmの厚さに横断面で切
断して，フッ化カルシュウムのスライドグラス上に
断片を張付け赤外分光用の標本とした．粥状動脈硬
化部位からの顕微FT－IRスペクトルは直径100μm
のスポットで観測した．
　正常の大動脈には1738cm－1のコレステロールエ
ステルのピークが殆ど存在していなかった．高コレ
ステロール飼料で飼育していくと高脂血症状態にな
り粥状動脈硬化部位が形成され順次肥大していっ
た．この部位でのスペクトル変化を経時的に観測す
ると，コレステロールエステルのピーク1738cm－1
と2800cm－1の脂肪酸の一CH2，一CH3に由来する
ピークは共に順次増大していった．粥状動脈硬化部
位での1738（C＝0）／2800（CH2，　CH3）のピーク比
は経時的に変動せず0．30と一定の値を示した．
粥状動脈硬化部位の光線力学的治療効果
　光感受性物質mono・L－aspartyl　chlorin　e6（NPe6）
は高脂血症状態にあるウサギの耳静脈から注射して
24時間後に粥状動脈硬化部位に特有的に集積した．
このNPe6を吸収波長（664　nm）のレーザー（出力
100mW／cm2）を血管内視鏡を介して50　J／cm2照
射した．このレーザー照射した粥状動脈硬化部位を
顕微FT－IRスペクトル観測を行うと1738　cm－1の
コレステロールエステルのピークは未照射部位に比
べて顕著に低下していた．しかし，2800　cm－iの脂肪
酸の一CH2，一CH3に由来するピークは大きな変動
が見られなかった．
まとめ
　粥状動脈硬化部位の形成過程でC＝0／CH2，　CH3
ピーク比が変動しない現象からコレステロールは脂
肪酸と1：1の比率でエステル結合して順次集積し
ていくと考えられる．
　光感受性物質NPe6を粥状動脈硬化部位に集積
している状態で光線力学的作用を行う事によりコレ
ステロールエステルのエステル結合は切断されコレ
ステロールと脂肪酸とが独自の行動がとれる様にな
ると考えられる．
　以上の結果から，赤外吸収スペクトルの観測は
種々の病態を分子レベルで解析する時に大きな情報
を提供すると思われる．
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　我々はこれまで，様々な細胞の細胞内カルシウム
濃度の測定行い，「細胞内のカルシウムが上昇する」
ということで，一応の結論が得られたように満足し
ていた．しかし，細胞内カルシウムの上昇はあくま
で初期の段階であり，その後に細胞内に生ずるカル
シウム依存性機能分子の動態が重要なのである．と
なると，次にはカルシウム依存性の機能分子，特に
カルシウムによって活性化されたカルモジュリンに
よって調節される分子の解析が必須でる．我々は
様々な機能分子の内，シナプス可塑性に重要である
と示唆されているカルシウム／カルモジュリン依存
性キナー一辺II型（CaMKII）に着目し，その活性化
状態を可視化解析することを目的として試薬の開発
した．
　リン酸化は様々な機能蛋白質の調節機序となって
いるように，蛋白質の構造に大きな変化を生じさせ
る可能性を持つ修飾機構である．とすれば特異的な
基質を用いることによって，リン酸化の結果生ずる
構造変化を蛍光試薬で検出することが出来るのでは
ないかという単純なアイデアである．ここで我々が
注目した基質はSyntide2と呼ばれる15個のアミノ
酸からなるペプチドでる．これはヘリックスを作る
可能性が高く，その構造をコンピュータで予測して
みると，N一末端と7位のserinは空間的に近いこと
が予測できる．ここに適当な蛍光試薬を結合させれ
ば大きな変化が見込まれる．蛍光試薬としてはタン
パク質の構造変化の検出に用いられるacrylodan
を選んだ．N一末端にCysteinを導入し，そのSHと，
acrylodanを結合させた試薬を作った．以後，この試
薬をAS2と呼ぶことにする．
　純粋なCaMKII，　Calmodulin，　ATPおよびMgを
混合したCaを含まない液にAS2を添加して蛍光
を測定した．その結果，この状態ではacrylodanの
蛍光，すなわち360nm励起で520　nmに極大を持つ
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蛍光が観測できた．ところが，ここに1mMのCaを
適用すると，520㎜の極大の他にさら1こ大きい470
nmの極大が突然発現した．この470　nmの極大は時
間とともに減衰し，やがてはほとんど消失する．一
方，反応液にEGTAを加えて，　Ca濃度を減少させ
た時の蛍光を検討してみると，520nmの蛍光が上昇
していることが解った．反応液を高速液体クロマト
グラフィーによって解析すると大部分がリン酸化さ
れていることが判明した．470nmの蛍光の特性を
Ca濃度またはcalmodulinの濃度を変化させるこ
とによって検討した結果，470nmの蛍光はCa／cal－
modulinがAS2と相互作用することによって生じ
ており，その相互作用は，リン酸化されるにつれて
低下して行くので，470nmの蛍光が減衰して行くこ
とが明らかになった．
　これらの事実から，520nmの蛍光の上昇は明らか
にAS2のリン酸化の結果生じているものであり，
Ca濃度には影響されないので，生細胞内でのCaM－
KIIのリン酸化の指標として利用できることが確か
められた．一方，Cell－free系で，　Caを含んだままの
液面であれば，470nmの蛍光の減少でリン酸化の時
間経過を測定することが可能である．
　AS2は特異的基質Syntide2を基に創製したもの
である．リン酸化酵素がCaMKIIしか存在しないよ
うな実験系ではうまく520nmの蛍光の上昇を検出
できるとしても，細胞内液のように様々な酵素群を
含む条件で同様な成績が得られる保障はない．そこ
で，これを確認するためにクローン細胞，NG108－15
の細胞破砕上清液を用いて，520nmの蛍光量の変動
を測定した．ミクロキュベットにAS2，　calmoduin，
Ca，　ATP，　Mgは予め入れておき，ここに細胞破砕
上清液を添加してその後の蛍光強度の変動を測定し
た．
　その結果，細胞破砕上清液の添加により，520nm
の蛍光は一気に上昇した．CaMKIIのペプタイド拮
抗薬を共存させると，蛍光上昇が用量依存性に抑制
された．さらに，CaMKIIの特異的拮抗薬とされる
KN62（10μM）で処置すると，蛍光の上昇は強く抑
制された．しかし，cAMP依存性キナーゼとプロテ
インキナーゼCの阻害薬，H－7（25μM）を適用して
も蛍光上昇には影響が見られなかった．以上の結果
より，AS2の520　nmの蛍光は十分CaMKIIによる
リン酸化の指示薬になり得ると確信した．
　この試薬は疎水性が強いので，細胞外に適用する
だけで，細胞内に負荷できた．そこで，AS2で染色
された海馬培養細胞を360nmで励起した時の500
nmの蛍光について，グルタミン酸適用前後での蛍
光強度の変動を検討してみた．その結果，非常に限
局された部位の蛍光強度が上昇していることが判明
した．海馬ニューロンにグルタミン酸を適用すると，
細胞内Caは膜の近傍で大きく上昇する．従って，
AS2蛍光の局所的な上昇はCaMKIIが高濃度のCa
によってはじめて活性化されることを示唆している
ようである．しかし，一方で，CaMKIIは膜の近傍
に局在していることを示唆している可能性も考えら
れる．どちらにしても，CaMKIIによる細胞機能の
修飾は細胞全体に生ずるわけではないことは確かで
ある．
　我々が創製したCaMKII活性検：出試薬は単純な
アイデアによるものであるが，細胞内でのCaMKII
の活性化状態を画像化することができる．現在，同
じアイデアで，cAMP依存性キナーゼやカルシニュ
ーリンの活性を測定することに成功している．今後，
この方法が新しい研究手段となって，細胞生物学の
分野で利用されるようになることを期待している．
シンポジウム 光を用いた診断と治療
1．自家蛍光画像の解析による癌の検出
　　　（外科学第一講座）
　　　　○池田　徳彦・加藤　治文
　（緒言）肺癌死亡率の増加は世界的な傾向であり，
この原因は肺癌発生の増加と発見の遅延が考えられ
る．肺癌制圧のためには早期癌の発見が必須であり，
今後は肉眼的に観察困難な早期癌，前癌病変の局在
診断が課題と考える．この課題を解決すべく現在，
当科で開発中の蛍光内視鏡につき報告する．
　（原理）蛍光内視鏡の原理は生体の有する自家蛍
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